

















































































































































































































































































































































samples  from  T618A  (wild  type,  black)  and  SK‐Mel‐37  (BRAFV600E,  red)  cells  were  injected  at  the 
indicated concentrations. The bars at the bottom of the graphs indicate the solution being injected 
and  different  injection  periods  are marked  by  dashed  vertical  lines:  buffer  (light  grey),  total  RNA 
from  T618A  (dark  grey)  and  SK‐Mel‐37  cell  lines  (light  red).  Differential  signals  between  probe 
(V600E_long  functionalized)  and  reference  cantilevers  (polyAC_long  functionalized)  are  shown.  At 
the  highest  concentration measured  of  300  ng/µl  (a) mutant  and wild  type  sequences  cannot  be 
clearly distinguished indicating increased cross hybridisation by the wild type sequence. We are able 
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V600E RNA vs. poly-AC reference
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Supplementary Information 
We performed preliminary tests to optimise the adsorption of V600E_short thiol oligonucleotide 
probes onto a gold‐coated cantilever surface. To this end, one half of a microcantilever array 
(Supplementary Figure 1a)  previously coated with titanium and gold was functionalised with the 
polyAC_short thiol oligonucleotide to passivate the gold surface and serve as reference, thus leaving 
4  unfunctionalised cantilevers (probe cantilevers) for DNA adsorption tests (Supplementary Figure 
1b). 
Previous studies1,2 have shown that concentrations of DNA solutions in the range of 1‐10 µM are 
sufficient to saturate the gold surface. Here, we studied the sensitivity of the device to detect DNA 
oligonucleotide adsorption over 3 orders of magnitude, extending the measurements to lower as 
well as higher concentrations. We thus injected various concentrations (10nM to 40µM) of the thiol 
oligonucleotide V600E_short and measured the deflection signal (Supplementary Figure 2).  The 
extracted dissociation constant KD = 3.5x10
‐5 M‐1 characterising the adsorption process of 
V600E_short on gold corresponds to a free energy change of !G = 30.6 kJmol‐1 and is in agreement 
with previous measurements performed with piezoresistive microcantilevers or the quartz crystal 
microbalance method3.4. 
We were first investigating the surface coverage of thiol oligonucleotides and secondly performed 
proof of concept hybridisation experiments with complementary oligonucleotides and PCR amplified 
DNA. These experiments allowed optimising the conditions for directly detecting the mutation in 
total RNA. With the experiments using urea we verified reusability of the sensor for subsequent 
experiments. 
We used cantilever arrays derivatised as described above (with 4 cantilevers coated with 
V600E_short and 4 with the polyAC_short oligonucleotide, both thiol‐modified) in hybridisation 
experiments using a V600E_short‐complementary oligonucleotide, i.e. 5’‐GATTTCTCTGTAG‐3’ 
(referred to as BRAFV600E, mutation in red), as test sample. In Supplementary Figure 3 the response 
observed in 5 subsequent injections of 500nM complementary BRAFV600E oligonucleotide is shown, 
interrupted by urea/dehybridisation and buffer/washing steps to regenerate the microcantilever 
array.  
Within 10 min after injection of the sample solution, a signal of 200nm developed indicating 
hybridisation. The subsequent urea denaturing step showed a large negative dip due to the abrupt 
change in the refractive index switching from 30% urea to the 5xSSC buffer solution used in the 
hybridisation step. Shortly after injection of hybridisation buffer, the signal re‐equilibrated to zero. 
Repeating this cycle five times resulted in an average differential deflection of 178 ±19 nm 
corresponding to a surface stress change of ‐0.035 ±0.0046 N/m, demonstrating high reproducibility 
of BRAFV600E hybridisation measured with microcantilevers. 
Sanger Sequencing (supplementary Figure 4) reveals a mixed expression of both the mutated and, at 
a lower level, of the wild type BRAF gene copies in SK‐Mel‐37 cells. 
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 Supplementary Figure 1 Schematics of microcantilever array functionalisation to test adsorption of 
the oligonucleotide probe. (a) picture of a microcantilever array. (b) shows the thiol oligonucleotide 
polyAC_short and the different preparation steps: 1. the silicon array is coated with PEG‐silane to 
prevent a non‐specific adsorption of DNA on the lower cantilever side, 2. the array is coated with 
titanium and gold and 3. the reference cantilevers are functionalised with polyAC_short to passivate 
the gold surface. We now have prepared an array of microcantilevers with an active gold surface 
ready for the thiol‐oligonucleotide adsorption as well as reference cantilevers with a passivated gold 
surface. 
 Supplementary Figure 2 Adsorption of thiol oligonucleotide V600E_short to gold coated 
microcantilevers. The equilibrium surface stress (black filled squares) generated during adsorption 
of oligonucleotides is plotted against various oligonucleotide concentrations (10nM, 50nM, 200nM, 
500nM, 1µM, 5µM, 10µM, 20µM, 40µM). The red solid line shows the Langmuir isotherm (R2=0.98) 
from which the maximum surface stress smax = 0.18 ±0.01 Nm
‐1 and the dissociation constant 
KD = (2.58 ±0.5) x 10
‐6 M are derived. 
 
 Supplementary Figure 3 Repeated hybridisation cycles of complementary BRAFV600E 
oligonucleotide. Surface stress changes are plotted versus time. We observe a compressive surface 
stress change upon injection of BRAFV600E. The bar on top of the graph shows the injection cycle: light 
grey, washing with hybridisation buffer; red, injection of 500nM complementary mutant BRAFV600E 
dark grey, flushing with 30% urea solution. 
 Supplementary Figure 4 Detection of BRAF cT1799A/V600E mutation in melanoma cells by Sanger 
sequencing. Chromatograms show nucleotide sequence around c1799 obtained from sequencing of 
BRAF cDNA from SK‐Mel‐37 and T618A melanoma cells. Mixed expression of wild type and mutant 
BRAF in SK‐Mel‐37 cells is indicated by the overlapping signal at nucleotide c1799 (T/red, wild type; 
A/green, mutant gene).  
 
